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論　文　内　容　の　要　旨
【背　　景】
　セボフルランなどの揮発性麻酔薬は広く臨床で使用されているが、臨床使用濃度で齧歯類の幼若脳
で広範囲のアポトーシスを誘発することが報告されている。さらに小児期の全身麻酔薬の投与は、発
達後の認知行動の長期障害の原因となる可能性があり、小児医療における全身麻酔薬の臨床使用に
懸念を生じさせている。生後発育の初期段階のニューロンは、Cl－の細胞内濃度が上昇している。こ
のため、発達初期における脳では、GABAA受容体は興奮性に作用することが知られており、その活
性化によりニューロンの脱分極が起こるといわれている。セボフルランの主な効果は、GABAAおよ
びグリシン受容体の活性化による抑制性シナプス伝達の亢進であり、新生児期のセボフルラン曝露に
よって誘発されたGABAA受容体を介した脱分極は、ニューロンのアポトーシスおよび長期認知機能
障害の原因となる可能性が示唆されている。さらにNa-K-2C1共輸送体であるNKCC1は、早期新生児
発育段階に多く発現し、未成熟ニューロンのGABAA受容体を介した脱分極を促進することが示され
ている。NKCC1発現量は成長とともに次第に減少し、また未成熟ニューロンのGABA受容体を介し
た脱分極は、NKCC1の特異的阻害剤であるブメタニドによって阻害されることが報告されており、
ブメタニドが新生児期のセボフルラン曝露によって誘発される認知機能障害を防ぐ可能性が示唆され
ている。
【目　　的】
　NKCC1の特異的阻害剤であるブメタニドが新生仔期のセボフルラン曝露によって誘発される認知
秦
はた
　　　要
かな
　人
と
博士（医学）
甲第695号
平成29年３月７日
学位規則第４条第１項
（麻酔・疼痛学）
ブメタニドはマウス新生仔期セボフルラン曝露による認知機能障害を
予防する
（主査）教授　奥　田　泰　久
（副査）教授　藤　田　朋　恵
　　　　教授　松　島　久　雄
－ 66 －
機能障害に対する行動学的影響を明らかにし、GABAA受容体を介した脱分極が新生仔期のセボフル
ラン曝露によるマウスの長期認知機能障害の機序であることを示す。
【対象と方法】
　本研究は獨協医科大学動物実験委員会の承認を得て行われた。
１）対象
　雄性ICRマウスを使用した。温度制御された飼育室において、明暗周期を12時間とし、すべての実
験は明期に行った。また餌、水分は自由に摂取できるようにした。
２）セボフルランの曝露及びブメタニドの投与
　ICRマウスを無麻酔群（対照群）、生後３～５日目（sevoP4）、生後11～13日目（sevoP12）、および
生後19～21日目（sevoP20）の４群に分け、麻酔導入は５％セボフルランを用い、麻酔維持は2.1%セ
ボフルランを用いて４時間行った。SevoP4にブメタニド（5μM/kg）または生理食塩水をセボフル
ラン曝露開始の15分前に腹腔内投与した。
３）行動学的評価
　①Morris水迷路試験：水で満たされた直径1.2mのプールで行われ、水面下にプラットフォームを
設置した。プラットフォーム探索を60秒以内で行わせ、到達の20秒後にプールから取り出した。出発
点からプラットフォームまでの水泳距離は、画像追跡ソフトウェアであるImage Tracker PTVを用
いて測定した。最終試行終了後、プラットフォームを除去し、60秒間のプローブテストを行った。
　②オープンフィールド試験：16の正方形に分けたアリーナで行い、１回の試験でマウスに５分間、
Image Tracker PTVを用いてその行動を記録した。立ち上がり回数、移動距離、中心に滞在してい
た時間について計測した。
　③プレパルス抑制（PPI）試験：マウスをシリンダ内に留置し、106 dB、40 msから成る音響刺激
を与え、その驚愕反応を記録した。プレパルスおよびパルスから構成される音響刺激を加え記録を
行った。記録されたパルスとプレパルス+パルスとの間の驚愕強度の減少割合をPPIと定義した。
４）統計
　すべての結果は平均値±標準誤差（SEM）で示し、統計解析は一元配置分散分析法および二元配
置分散分析法を行った。また事後の多重比較検定としてDunnett検定またはFisherの最小有意差法を
行い、統計学的有意水準はP<0.05とした。
【結　　果】
１．水迷路試験 
　sevoP4対照群よりも有意に水泳距離が長かった。ブメタニドを前投与されたsevoP4マウス
（sevoP4+bume）の水泳距離は、sevoP4マウスよりも有意に短く対照マウス群の距離と比べ、いずれ
のセッションにおいても有意差はなかった。
２．オープンフィールド試験
　アリーナにおける移動距離、立ち上がり行動についてsevoP4群は対照マウス群と比べ有意に増加
していた。sevoP4+bumeにおいて移動距離、立ち上がり回数ともに減少しており対照群と変わらな
－ 67 －
かった。
３．プレパルス抑制試験
　sevoP4におけるプレパルスによる驚愕反応の抑制は、80dBの刺激において対照マウス（n=4）と
比べ有意に減弱し、これらの減弱はブメタニドの前投与により改善した。
【考　　察】
　ループ利尿薬であるブメタニドはNKCC1を阻害することが知られており、未成熟ニューロンの
GABAを介した脱分極はブメタニドによって阻害されることが示された。本研究では、ブメタニドが
新生仔期セボフルラン誘発性神経細胞アポトーシスを防止することにより、長期的認知機能障害を予
防するのではないかと仮説を立て、ブメタニドの前投与による行動学的評価を行ったところ、セボフ
ルラン曝露前にブメタニドを腹腔内投与した生後３～５日のマウスでは認知行動障害の改善を認めて
おり、各試験の成績はいずれも対照マウス群と同程度だった。
【結　　論】
　本研究において、新生仔期マウスのセボフルラン曝露が認知機能障害に影響を及ぼすことを明らか
にした。さらに新生仔期マウスの認知機能障害はNKCC1阻害薬であるブメタニドの前投与により予
防された。これらの認知機能障害に細胞内Cl－濃度の増加によって起こるGABAA受容体を介した脱分
極が関与している可能性が示唆された。
論　文　審　査　の　結　果　の　要　旨
【論文概要】
　小児期のセボフルラン曝露は長期認知機能障害の原因となる可能性が示唆されている。本研究で
は、セボフルラン曝露による認知機能障害のメカニズムに細胞内Cl－濃度が与える影響を明らかに
する目的で、新生仔マウスにNKCC1阻害薬であるブメタニドを投与し、成長後の認知行動を評価し
た。幼弱期ICRマウス（生後3～5日、11～13日、19～21日）を2.1%セボフルランに４時間曝露、生後
49日目に水迷路試験、オープンフィールド試験、プレパルス抑制試験を施行した。また、セボフルラ
ン暴露前のブメタニド投与の予防効果について確認した。生後3～5日目にセボフルランに曝露させた
マウスでは、対照マウスと比較して水迷路試験における遊泳距離の増加、オープンフィールド試験に
おける移動距離と立ち上がり回数の増加、プレパルスによる驚愕反応抑制の低下を示した。一方、こ
れらの変化は、ブメタニドにより抑制された。新生仔期のセボフルラン誘発性認知機能障害に、細胞
内Cl－濃度の増加によって起こるGABAA受容体を介した脱分極が関与している可能性が示唆された。
【研究方法の妥当性】
　本研究に用いた吸入麻酔薬セボフルランの濃度は2.1％としたが、これは幼若マウスの神経細胞ア
ポトーシス及びそれに伴って生じる可能性のある発達後の認知機能障害を引き起こすのに十分な濃度
である。また、その濃度は吸入麻酔薬の曝露による低酸素血症、高二酸化炭素血症を引き起こすこと
がないことも報告されている。ループ利尿薬であるブメタニドは細胞内Cl-を低下させることで興奮
性GABAA受容体シグナル伝達を抑制することが知られており、吸入麻酔曝露後の認知機能障害のメ
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カニズムとして細胞内Cl－濃度バランスが与える影響を明らかにするという目的を果たす上で、妥当
な薬剤と考えられる。そして、ブメタニドは既に臨床使用されており、本剤を用いることは臨床的に
有益である。また、本研究で施行した水迷路試験、オープンフィールド試験、プレパルス抑制試験と
いった３つの行動試験は、それぞれ実験動物の記憶障害、不安様行動、感覚ゲーティングを評価する
手段として広く使用されている手法である。よって、研究方法の妥当性に問題はないと考えられた。
【研究結果の新奇性・独創性】
　これまでに幼若期の吸入麻酔薬曝露による神経毒性および発達後の認知機能障害の機序について議
論が続いているが、結論は未だ出ていない。また、ブメタニド投与により神経毒性、認知機能障害を
予防しうるという報告は存在するが、因果関係は不明であり、神経毒性は予防したが行動試験におい
て認知機能障害の予防効果は認められなかったとの報告もあり、一定の見解を得ていない。本研究で
は３種類の行動試験を行い、幼若期の吸入麻酔薬曝露による発達後の行動障害として記憶障害、不安
様行動、感覚ゲーティングなどを多面的に評価している点で新奇性・独創性を有する研究であると評
価できる。
【結論の妥当性】
　幼若期の吸入麻酔薬曝露による発達後の認知機能障害のメカニズムは現時点で解明されていない
が、幼若期のGABAA受容体の興奮性シグナル伝達が原因の可能性の一つとして挙げられている。本
研究結果で得られた、NKCC1阻害薬であるブメタニド投与により吸入麻酔薬曝露による認知機能障
害を予防するという結論は、NKCC1を阻害し、細胞内Cl－濃度を低下させることによりGABAA受容
体のシグナル伝達を抑制性に変化させることが認知機能障害の予防につながる可能性を示唆するもの
であり、結論は妥当であると判断する。
【当該分野における位置付け】
　本研究では、幼若期マウスにおいてNKCC1阻害薬であるブメタニド投与により吸入麻酔薬曝露に
よる認知機能障害を予防するという結論を得ている。この結果がヒトに対しても同様の機序で適用で
きるかは現段階では明確ではないが、今後は小児期の吸入麻酔薬曝露による認知機能障害のメカニズ
ムを明らかにし、より安全な小児、妊婦への麻酔方法を選択していく必要があると考えられ、本研究
の結果は有益な情報である。
【申請者の研究能力】
　申請者は麻酔学を研鑽したうえで、長年に亘って吸入麻酔薬を用いた各種外科手術の麻酔管理、動
物実験における行動試験等を用いた基礎研究に従事しており、研究追行に必要な知識や能力は十分に
あると判断する。
【学位授与の可否】
　本申請論文は独創的で質の高い研究内容を有しており、当該分野への貢献度も高いと評価できる。
よって博士（医学）の学位授与に相応しいと判定した。
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